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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI  
 
THC  -9-tetrahidrokanabinol 
CBD   kanabidiol  
THCA  -9-tetrahidrokanabinolna kislina  
CBDA  kanabidiolna kislina   
CBGA  kanabigerolne kisline  
CBNA  kanabidolna kislina  
CBCA  kanabikromna kislina 
CBG   kanabigerol 
F1   potomci križanj dveh čistih linij  
SSR   enostavne ponovljive sekvence (angl. short sequence repeats)  
DNA  deoksirbonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
SCAR  angl. sequence characterized amplified region 
SNP   polimorfizem posameznih nukleotidov (angl. single nucleotide 
polymorphism) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)  
AFLP  angl. amplified fragment length polymorphism 
RAPD  angl. random amplification of polymorphic DNA 
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1 UVOD 
Konoplja (Cannabis sativa L.) je rastlinska vrsta, ki se uporablja tako v industrijske kot 
medicinske namene. Ker klasifikacija rastline ni poenotena, jo delimo v dve skupini na 
podlagi vsebnosti enega izmed prevladujočih kanabinoidov, -9-tetrahidrokanabinola 
(THC) (Flajšman, 2019). THC je eden izmed produktov sekundarnega metabolizma 
konoplje in spada v skupino kanabinoidov, v kateri je več kot 100 različnih spojin. Poleg 
THC pa je eden izmed pomembnejših kanabinoidov kanabidiol (CBD), ki ima mnogo 
blagodejnih učinkov na zdravje ljudi (Flores-Sanchez in Verpoorte, 2008; Andre in sod., 
2016).  
Poleg sekundarnih metabolitov, ki so najbolj koncentrirani v cvetovih, se semena in stebla 
konoplje uporablja tudi v papirni, tekstilni in prehrambeni industriji. Izboljšane lastnosti 
glede na namen uporabe so eni izmed glavnih žlahtniteljskih ciljev pri navadni konoplji. 
Žlahtnjenje konoplje, predvsem industrijske, se povečuje, saj je vsako leto več prijavljenih 
sort na Evropski sortni listi. Za žlahtnjenje se trenutno uporablja klasične metode, kot so 
masovna selekcija, medsebojno opraševanja, mutacijsko žlahtnjenje in pridobivanje »ne 
pravih« hibridov (Flajšman, 2019). Narejenih je bilo kar nekaj raziskav o genomu konoplje 
in razvoju molekulskih označevalcev, ki bi olajšali delo žlahtniteljem. Poleg tega so 
vzpostavili uspešne tehnike in vitro gojenja, kot sta mikropropagacija konoplje in adventivna 
regeneracija (Lata in sod., 2009; Wang in sod., 2009).  
Primanjkujejo pa uspešni protokoli žlahtnjenja konoplje z naprednejšimi tehnikami, ki 
vsebujejo biotehnološki pristop. Ena izmed tehnik, ki bi ključno pripomogla k hitrejšem 
razvoju novih sort in olajšala gensko manipulacijo, je indukcija haploidnih rastlin. To je 
tehnika, s katero lahko v relativno kratkem času pridobimo čiste homozigotne linije oz. 
podvojene haploide in jih uporabimo kot samostojno sorto ali jih uporabimo za križanje ter 
pridobivanje F1 hibridov. Poleg tega te rastline zaradi popolne homozigotnosti za vse 
lastnosti izražajo recesivne lastnosti in so bolj primerne za uporabo tehnik genskega 
inženiringa (Murovec in Bohanec, 2012). 
Haploide pri navadni konoplji bi lahko uporabljali za pridobitev F1 hibridov, ki jih trenutno 
pri konoplji še ni. Ker je konoplja dvodomna rastlina, to pomeni, da bi imeli z indukcijo 
ženske gamete podvojeni haploidi, XX spolni kromosom in ženske cvetove. Za pridobivanje 
F1 hibridov potrebujemo dve čisti homozigotni liniji, ki ju je med seboj možno križati. Pri 
konoplji lahko rastlino z ženskim genotipom izpostavimo določenim stresnim dejavnikom, 
kot so tretiratiranje s srebrovim tiosulfatom (Lubell in Brand, 2018), tretiranje s hormoni, 
spreminjanje fotoperiode, priostnost oz. odsotnost dušika (Freeman in sod., 1980) in ta 
razvije moške cvetove na ženski rastlini. To bi pomenilo, da bi po uspešni indukciji 
haploidov odbranih genotipov dve rastlini predstavljali starševski liniji. Pri eni bi inducirali 
razvoj moških cvetov, ju križali med seboj in tako dobili F1 hibrid.  
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1.1 CILJI RAZISKOVALNEGA DELA       
Cilj raziskovalnega dela je bil vzpostaviti protokol za indukcijo haploidov pri navadni 
konoplji z dvema različnima pristopoma.  
Prvi pristop je bil opraševanje z obsevanim pelodom. V ta namen smo morali najprej 
določiti:  
1. Optimalno razvojno fazo moških cvetov za nabiranje najbolj živega oz. kalivega 
peloda.  
2. Optimalno gojišče za kalitev peloda in vitro. 
3. Optimalni odmerek obsevanja.  
4. Uspešno regenerirati rastline iz nedozorelih embijev.  
 
Drugi pristop je bil preko in vitro kulture mikrospor. V ta namen smo morali:  
1. Preizkusiti gojišče za izolacijo mikrospor. 
2. Preveriti živost mikrospor.  
3. Inkubirati izolirane mikrospore po znanem protokolu ter preveriti, če je prišlo do 
sprememb.  
1.2 DELOVNE HIPOTEZE  
Naša prva hipoteza je bila, da bomo z optimalnim odmerkom obsevanja in uspešnim 
reševanjem nedozorelih emrbijev uspeli vzpostaviti protokol za indukcijo in regeneracijo 
haplodnih rastlin.  
Naša druga hipoteza je bila, da bomo s pomočjo protokolov in gojišč, ki so bili vzpostavljeni 
pri drugih rastlinskih vrstah, uspeli inducirati haploide preko in vitro kulture mikrospor.  
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2     PREGLED OBJAV 
2.1 NAVADNA KONOPLJA  
Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) spada v družino Cannabaceae, je enoletna, 
dvodomna rastlinska vrsta, ki se oprašuje z vetrom in je tujeprašnica. Poleg dvodomnih pa 
v neki populaciji rastlin vedno obstaja tudi majhen delež enodomnih rastlin (Flajšman, 
2019). Konoplja izhaja iz Centralne Azije, zapisi o njeni uporabi v industrijske in medicinske 
namene pa segajo v čas pred našim štetjem (Li, 1974). Konoplja je pomembna rastlina, saj 
ima širok nabor fitokemikalij, vlakna in semena za uporabo v industriji ter dobre agronomske 
lastnosti, kot je odpornost na sušo in škodljivce ter dobro razvit koreninski sistem, ki 
preprečuje erozijo prsti (Andre in sod., 2016).  
Genetske in morfološke razlike med skupinami konoplje otežujejo taksonomsko opredelitev 
in zato klasifikacija vrste ni poenotena, saj jo nekateri raziskovalci uvrščajo v več vrst, drugi 
pa v eno vrsto z več podvrstami in variatetami (Fike, 2016; Flajšman, 2019). Ne glede na 
razdelitev pa se vse skupine rastlin lahko med seboj oprašujejo in imajo plodne potomce 
(Small, 1972).  
2.1.1 Sekundarni metaboliti  
Kanabinoidi, terpeni in fenolne spojine so produkt sekundarnega metabolizma navadne 
konoplje (Flores-Sanchez in Verpoorte, 2008). Največ raziskav je usmerjenih v preučevanje 
kanabiniodov, vendar imata tudi drugi dve skupini metabolitov lastnosti, ki bi jih bilo moč 
izkoriščati (Andre in sod., 2016).  
2.1.1.1 Kanabinoidi  
Kanabinioidi so C21 in C22 terpenofenolne spojine poimenovane po rodu Cannabis, ki jih 
kot edina iz tega rodu sintetizira navadna konoplja (C. sativa). Akumulirajo in izločajo se v 
trihomih, ki so zelo gosti na ženskih cvetovih, manj pa jih je na listih (Farag in Kayser, 
2015). 
V literaturi je objavljenih več kot 100 različnih kanabinoidov, med najpomembnejše pa 
spadajo -9-tetrahidrokanabinolna kislina (THCA), kanabidiolna kislina (CBDA), 
kanabigerolne kisline (CBGA), kanabidolna kislina (CBNA) in kanabikromna kislina 
(CBCA) (ElSohly in Slade, 2005; Ahmed in sod., 2015).  
Kanabinoidi imajo mnoge potencialne klinične indikacije, THC deluje kot antiemetik, 
uporablja se za zdravljenje post travmatske stresnje motnje, motnje spanja, simptome 
demence ter stimulira apetit. CBD se lahko uporabi kot antipsihotik, za zdravljenje 
simptomov Parkinsonove bolezni in post travmatske stresne motnje, proti ankcioznosti ter 
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deluje protivnetno. Tudi ostali kanabinoidi lahko delujejo kot antiemetiki, stimulirajo apetit 
in delujejo protivnetno (Maccarrone, 2019).  
2.1.1.2 Terpeni in fenolne spojine 
Glavni produkt sekundarnega metabolizma poleg kanabinoidov so terpeni. V rodu Cannabis 
je znanih več kot 150 različnih spojin terpenov (Booth in Bohlmann, 2019). Terpeni so 
odgovorni za vonj konoplje in različne arome med sortami. Terpeni se tako kot kanabinioidi 
sintetizirajo v trihomih, med njima pa je bila pokazana tudi pozitivna korelacija (Fischedick 
in sod., 2010). Prav tako je v konoplji prisotna vrsta različnih fenolnih spojin, ki imajo tako 
kot kanabinioidi pozitivne učinke na zdravje, saj delujejo kot antioksidanti in zmanjšujejo 
pojav kroničnih bolezni, kot so rak, kardiovaskularne in nevrodegerenativne bolezni (Andre 
in sod., 2016).  
2.1.2 Razdelitev konoplje 
Čeprav klasifikacija ni poenotena, pa se je uveljavila laična razdelitev konoplje na podlagi 
vsebnosti psihoaktivnega kanabinioida THC na dve skupini. Rastline, ki vsebujejo THC nad 
0,2 % v suhi masi, so uvrščene v medicinsko konopljo, tiste, ki pa vsebujejo THC pod to 
zakonsko določeno mejo, spadajo v skupino industrijske konoplje (Fike, 2016; Flajšman, 
2019). Medicinsko konopljo se uporablja izključno v namene, kot nakazuje ime, medtem ko 
se industrijsko v zadnjem času uporablja poleg v industrijske tudi v medicinske namene 
(Flajšman, 2019).   
Na podlagi natančnejše sestave kanabinoidov so se uveljavili t.i. kemotipi. Na podlagi 
razmerja prevladujočih kanabinoidov THC in CBD, ki je tekom razvoja rastline konstantno, 
so opredelili tri glavne kemotipe (I, II in III). Kemotip I ima nizko razmerje CBD/THC (0,00-
0,05) na račun visoke vsebnosti THC, v to skupino spadajo rastline, ki jih uvrščamo med 
medicinsko konopljo. Kemotip II je vmesni tip in ima razmerje CBD/THC od 0,5 do 3,0. 
Kemotip III pa ima visoko razmerje CBD/THC (15-20), na račun visoke vsebnosti CBD 
(THC pa manj od 0,3 % v suhi masi), kamor tudi prištevamo industrijsko konopljo (Pacifico 
in sod., 2005; Small in Beckstead, 1973).  
Obstajata še kemotip IV, pri katerem je prevladujoč kanabinoid kanabigerol (CBG), ter 
kemotip V, ki ima nezaznavno vsebnost kanabinoidov (Fournier in sod., 1987; Mandolino 
in Carboni, 2004). 
2.1.3 Žlahtnjenje konoplje  
Žlahtnjenje navadne konoplje je predvsem odvisno od namena uporabe rastline in želenih 
lastnosti (Flajšman, 2019). V Evropi se goji predvsem industrijsko konopljo in je žlahtnjenje 
te dobro dokumentirano, medtem ko za žlahtnjenje medicinske konoplje namen in način 
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odbire rastlin nista dobro poznana. Med medicinskimi konopljami prevladujejo sorte z 
visoko vsebnostjo THC (Żuk-Gołaszewska in Gołaszewski, 2018). Cilj žlahtnjenja pri 
industrijski konoplji je predvsem ohranjanje nizke vsebnosti THC, ki je zakonsko določena. 
V ospredju so tudi drugi žlahtniteljski cilji, kot je odpornost na bolezni in škodljivce ter čim 
večja stabilnost pridelka. Ostali cilji so prilagojena dolžina rastne dobe, dolžina cvetenja, 
stopnja enodomnosti ali dvodomnost, višina rastlin, vsebnost in sestava kanabinoidov, 
pridelek semena in vlaken ipd. Žlahtnjenje industrijske konoplje v Evropi se močno 
povečuje, kar dokazuje Evropska sortna lista, kjer je registriranih vedno več sort. Vzgoja 
medicinske konoplje se je v zadnjih letih močno usmerilo v gojenje potaknjencev iz matičnih 
rastlin, kar zmanjšuje genetsko variabilnost sort konoplje. Žlahtnjenje industrijske konoplje 
pa poteka izključno preko semen s križanjem različnih sort ali skupin rastlin (Flajšman, 
2019).  
Kakovostna vlakna so želena za uporabo v papirni in tekstilni industriji. Količina in hranilna 
sestava semena, ki je bogat vir beljakovin, nenasičenih maščobnih kislin, vlaknin ter 
nekaterih vitaminov in mineralov, pa so želene lastnosti v prehrambeni industriji (Flajšman, 
2019; Kušar in sod., 2018).  
2.1.3.1 Metode žlahtnjenja  
Najbolj pogost pristop žlahtnjenja navadne konoplje je masovna selekcija, kjer se iz 
najboljših rastlin ohrani seme, ki se naslednje leto poseje in se postopek ponavlja leto za 
letom. Zelo pogosta metoda je tudi medsebojno križanje, kjer se izbere čim bolj izenačeni, a 
med seboj različni genetski liniji in se ju križa na prostem. Potomce se odbira glede na želeno 
lastnost (Flajšman, 2019).  
Obstaja še tako imenovano hibridno križanje, ki pa niso pravi F1 hibridi, saj čistih 
homozigotnih linij (homozigotni genotip), ki so potrebne za križanje in nastanek F1 
hibridov, pri konoplji še ni. Pri konoplji hibridno žlahtnjenje poimenujemo križanja, ki so 
med genetsko različnimi sortami, ampak so čim bolj homogene (primer so sorte 'Uniko-B', 
'Kompolti hibrid TC', 'YunMa3'). Ali pa križanje med različnimi homogenimi linijami, ki so 
večkrat samooprašene (Flajšman, 2019; Berenji in sod., 2013; Salentijn in sod., 2015). 
Za pridobivanje novih sort se uporablja tudi mutacijsko žlahtnjenje, kjer s posnemanjem 
naravnih spontanih mutacij induciramo mutacije v genetskem zapisu. To lahko dosežemo na 
različne načine s fizikalnimi (obsevanje z -žarki, X-žarki,  in  delci, nevtroni, UV 
svetlobo in žarki ionov) in kemijskimi načini (etil metanfulfonat in dimetil sulfat) (Flajšman 
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2.1.4 Genomika konoplje  
Konoplja ima diploidno število kromosomov (2n=20), spolna kromosoma XY/XX, kjer 
predstavlja XY moško in XX žensko rastlino. Velikost genoma je 818 Mb za ženske in 843 
Mb za moške rastline, saj je kromosom X manjši od Y (Lynch in sod., 2016).  
Zaradi legalnega gojenja konoplje in želje po hitrejšem ter učinkovitejšem načinu žlahtnjenja 
konoplje so razvili že nekaj in vitro tehnik gojenja. Prav tako je bilo narejeno že mnogo 
raziskav na podlagi genomike in transkriptomike konoplje.  
Uspešni tehniki in vitro gojenja konoplje sta mikropropagacija in adventivna regeneracija 
(Lata in sod., 2009; Wang in sod., 2009; Lata in sod., 2016). Cilj mikropropagacije je 
ohranjanje in razmnoževanje rastlin po poti apikalnih ali stranskih vršičkov oz. meristemov 
in po poti adventivnih tkiv in meristemov, ki običajno po naravni poti ne nastanejo (Bohanec, 
1992). Advetivna regeneracija pa je pomembna tehnika pri uporabi genskega inženiringa, 
saj ta zahteva visoko stopnjo regeneracije rastlinskega tkiva (Mingozzi in sod., 2009). 
2.1.4.1 Molekulski označevalci  
Gao in sod. (2014) so razvili molekulske označevalce SRR (enostavne ponovljive sekvence 
ali mikrosateliti) za pomoč pri žlahtnjenju konoplje. SRR so tandemske ponovitve kratkih 
zaporedij DNA (1 do 6 bp), nahajajo se v kodirajočih in nekodirajočih regijah, so lokusno 
specifični in se dedujejo kodominantno. So zelo dobro orodje za genetske študije, saj lahko 
z njimi ugotavljamo genetsko raznolikost med posamezniki, uporabni so za genotipske 
identifikacije ter se lahko uporabljajo kot pomoč pri selekcijskem žlahtnjenju. V nalogi smo 
na podlagi molekulskih označevalcev iz te raziskave določili homozigotnost regeneriranih 
rastlin.  
Molekulski označevalci, ki bi ločevali med posameznimi kemotipi konoplje, bi olajšali delo 
žlahtniteljem, saj bi bila odbira rastlin enostavnejša, med drugim pa bi lahko tudi preverjali, 
ali sorta ustreza zakonsko določenim omejitvam. Zato je bilo na to temo narejeno veliko 
raziskav. Pacifico in sod. (2006) so razvili označevalec SCAR (angl. sequence characterized 
amplified region), ki ločuje med kemotipom I in II, za kemotip III, IV in V pa je pomnožek 
z reakcijo PCR (verižna rekacija s polimerazo) enake dolžine. Kasneje so ugotovili, da se 
verjetno ta lastnost ne deduje monogeno. Tako so Cascini in sod. (2019) med sekvencami 
genov odgovornih za sintezo THCA in CBDA iskali polimorfizme posameznih nukleotidov 
(SNP). Pokazali so, da bi lahko na podlagi teh dosegli zanesljivo ločevanje med industrijsko 
in medicinsko konopljo.  
Obstajajo genetske razlike med medicinsko in industrijsko konopljo, ki niso povezane s 
sintezo THCA, ampak na podlagi SNP-jev znotraj celotnega genoma konoplje. Pokazalo se 
je, da je heterozigotnost industrijskih sort večja v primerjavi z medicinskimi sortami, kar 
nakazuje, da je industrijska konoplja genetsko pestrejša od medicinske, verjetno zaradi 
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žlahtnjenja medicinske konoplje v ožjem sorodstvenem krogu. Kljub razlikam pa imata ti 
dve skupini še veliko skupnih genov (Sawler in sod., 2015). 
2.2 HAPLOIDI  
Haploidi so rastline, ki nastanejo spontano v naravi ali kot produkt različnih inducibilnih 
tehnik in imajo gametno število kromosomov. Spontan nastanek haploidov je redek pojav, 
kljub temu pa so prvi primer zabeležili leta 1922 pri rastlini Datura stramonium, kasneje 
tudi pri tobaku, pšenici in nekaterih drugih vrstah (Murovec in Bohanec, 2012; Forester, 
2007). Prve uspešno inducirane haploide so leta 1964 vzgojili iz in vitro kulture anter vrste 
Datura (Murovec in Bohanec, 2012; Guha in Maheshwari, 1964; 1966), kmalu za tem je 
sledila uspešna in vitro kultura haploidov pri tobaku (Murovec in Bohanec, 2012; Nitsch in 
Nitsch, 1969). Protokolov za uspešno indukcijo haploidov je bilo od takrat objavljenih že pri 
več kot 250 rastlinskih vrstah. Podvojeni haploidi se pod optimalnimi pogoji uporabljajo pri 
žlahtnjenju, vendar so uspešni le pri določenih vrstah. Razlog je lahko biološkega izvora 
(enoletnica, dvolenica, trajnica, samoprašnica, tujeprašnica, vegetativno razmnožena) ali pa 
tehnični, da protokol za indukcijo haploidov ni ustrezen ali pa je nepravilno izveden. 
Protokoli so med posameznimi vrstami različni, lahko pa tudi variirajo med posameznimi 
genotipi znotraj vrste (Murovec in Bohanec, 2012).  
Haploidi, ki nastanejo iz diploidne vrste, vsebujejo le eno garnituro kromosomov in so zato 
manjše ter slabše rasti kot donorske rastline, hkrati pa so sterilni, ker se kromosomi ne 
morejo pariti v procesu mejoze. Da se rastline lahko uporabi v nadaljnjem procesu 
žlahtnjenja, se jim mora povrniti fertilnost, bodisi s spontanim podvojevanjem kromosomov 
bodisi z induciranim. Takim rastlinam rečemo podvojeni haploidi in so popolnoma 
homozigotni za vse lastnosti (na vseh lokusih), s tem pridobimo novo sorto ali pa starševsko 
linijo (npr. za pridobivanje hibridov s križanjem). Metoda pa lahko služi za izločanje 
genotipov, ki kažejo močno inbriding depresijo (Murovec in Bohanec, 2012).  
Pridobivanje čistih linij s podvojenimi haploidi ima določene prednosti v primerjavi s 
klasičnim načinom. Homozigotnost s podvojenimi haploidi dosežemo v enem koraku, kar 
lahko s klasičnim načinom traja več let ali pa sploh ni mogoče, saj je potrebno večkratno 
samoopraševanje, ki pa je močno odvisno od fizioloških in morfoloških lastnosti rastline. 
Ena od prednosti uporabe podvojenih haploidov je pri vrstah, kjer je spol določen z 
regulacijskim genom, kot npr. pri šparglju. Spol je pri šparglju določen z dominantnim 
genom M, kjer so ženske rastline recesivni homozigoti (mm), moške rastline pa heterozigoti 
(Mm). Podvojeni haploidi, ki nastanejo z androgenezo, so ženske rastline (mm) ali pa tako 
imenovani 'supermoški', ki so domainantni homozigoti (MM). Če uporabimo kot 
opraševalno linijo 'supermoškega', bodo vsi njegovi potomci heterozigoti in zato moškega 
spola (Mm) (Murovec in Bohanec, 2012). 
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Na indukcijo in regeneracijo haploidnih rastlin vpliva genotip donorske rastline, pogoji rasti 
donorske rastline, razvojna faza gamet, mikrospor in ovul, pred-tretiranja rastlin (npr. 
toplotni šok), sestava gojišča za kultivacijo ter fizikalni pogoji rasti v tkivni kulturi (Murovec 
in Bohanec, 2012). 
2.2.1 Tehnike indukcije haploidov  
V grobem delimo tehnike indukcije haploidov na uporabo ženske (ginogeneza) ali moške 
(androgeneza) gamete.  
2.2.1.1 Indukcija haploidov – ginogeneza  
In vitro indukcijo haploidov z uporabo ženske gamete imenujemo ginogeneza, kjer nastanejo 
haploidni embriji izključno iz ženskega gametofita. To lahko dosežemo z in vitro kultivacijo 
neoplojenih ženskih cvetnih delov, kot so ovula, placenta, ovariji ali celotni ženski cvetovi. 
Ta postopek je uspešen pri nekaterih rastlinskih vrstah, kot so čebula, sladkorna pesa, 
kumare, gerbera, sončnica idr (Murovec in Bohanec, 2012). Za namene žlahtnjenja pa se 
uporablja predvsem pri čebuli in sladkorni pesi. Pri čebuli se je izkazalo, da ima genotip 
znotraj vrste velik vpliv na uspešnost indukcije haploidov. Povprečna uspešnost je bila pri 
čebuli 0 % za neodzivne genotipe ter do 22,6 % pri odzivnih genotipih (Murovec in Bohanec, 
2012; Bohanec in Jakše, 1999).  
Na sliki 1 je predstavljen potek ključnih korakov za pridobivanje podvojenih haploidov pri 
čebuli, ki so jo uspešno izvedli Fayos in sod. (2015). Ključni koraki so si pri različnih vrstah 
podobni med seboj.  
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Slika 1: Potek pridobitve podvojenih haploidov pri čebuli; A) socvetje v primerni razvojni fazi za uporabo, B) 
primerno veliki cvetovi, C) cvet po 7 dnevih gojenja, D) cvetovi na gojišču po 45 dneh, E) embrij, ki izhaja iz 
cveta po 90 dneh, F) izoliran embrij, G) embrij v tekočem gojišču, H) regeneracija embrija, I) aklimatizacija, 
J) uspešna rast in K) produkcija semena regeneranta (Fayos in sod., 2015). 
2.2.1.2 Opraševanje z obsevanim pelodom  
Opraševanje z obsevanim pelodom je ena izmed tehnik indukcije haploidov. Obsevan pelod 
je zmožen kalitve in razvoja pelodne cevke, ki spodbudi razvoj embrija, jajčne celice pa ne 
oplodi. Bodisi se kromosomi moške celice izločijo v začetnih fazah razvoja zigote, bodisi se 
te sploh ne vključijo v oploditvi jajčne celice. Eden izmed ključnih dejavnikov, ki vplivajo 
na razvoj haploidne rastline, je odmerek obsevanja. Pri nizkih odmerkih obsevanja je dedni 
zapis moške gamete delno poškodovan in je ta še vedno sposoben oploditve jajčne celice. 
Pri višjih odmerkih obsevanja se sicer razvije manj embrijev, vendar so v večini primerov 
regeneranti haploidne rastline. Pri večini rastlinskih vrst je pri tej metodi potrebno in vitro 
reševanje nedozorelih embrijev, saj lahko zaradi obsevanja pride do nepopolnega razvoja 
endosperma in je razvoj embrija zaustavljen. Embrije se reši tako, da se jih odstrani iz 
ovarijev in inokulira na gojišče primerno za razvoj. Iz rešenih embrijev se nato regenerira 
haploidna rastlina (Murovec in Bohanec, 2012; Sharma in sod., 1995).  
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Wang in sod. (2016) so uspešno inducirali in regenerirali haploide pri pomelu (Citrus gradis 
L.), na sliki 2 so prikazani ključni koraki po uspešni oprašitvi z obsevanim pelodom in 
pridobitvi semen.  
 
Slika 2: a) semena, ki so jih dobili po opraševanju z obsevanim pelodom, b) izolirani embriji na gojišču, c) in 
d) regenerirana haploidna rastlina (Wang in sod., 2016).  
2.2.1.3 Indukcija haploidov – androgeneza  
Androgeneza je in vitro proces indukcije in regeneracije haploidnih rastlin iz moške gamete. 
Osnova metode je sposobnost mikrospor in nedozorelega peloda, da spremenijo razvojno 
pot iz gametofitne, ki vodi v razvoj zrelega peloda, v sporofitno, katere rezultat je delitev 
celic in tvorba kalusa oz. embrija.  
Androgenezo lahko induciramo z relativno preprosto metodo in vitro gojenja nedozorelih 
anter (prašnic). Lahko jih inokuliramo na trdo, pol trdo, tekoče gojišče ali dvo-fazni sistem 
(trdo gojišče prekrito s tekočim gojiščem).To je bila prva tehnika, s katero so pridobili 
haploide. Izboljšana in nekoliko zahtevnejša metoda pa je izolacija mikrospor. Pri tem 
postopku se odstrani zunanje tkivo anter tako, da se tkivo potopi v tekoče gojišče in s stalnim 
tresenjem ali trenjem izločijo mikrospore. Prednost tega je, da se odstrani sporofitno tkivo 
in vpliv tega na razvoj emrbija. Na ta način se prav tako izloči možnost regeneracije iz 
somatskega tkiva (Murovec, 2013). Za uspešno embriogenezo morajo biti mikrospore v 
določeni fazi razvoja. Z določenimi fizikalno-kemijskimi pristopi spodbudimo stresni 
odgovor, ki ustavi gametofitno pot mikrospor. Najpogosteje uporabljeni dejavniki so 
temperaturno pred-tretiranje, stradanje ali osmotski stres. Manj pogosto pa se uporablja 
obsevanje, kolhicin, avksine in vodni stres (Murovec in Bohanec, 2012).  
Metoda izolacije mikrospor in indukcija haploidov je zelo uspešna pri vrstah iz rodu 
Brassica, npr. pri oljni ogrščici (Brassica napus L.) (Custers, 2003) in zelju (Brassica 
olearcea var. capitata L.) (Rudolf in sod., 1999). Na sliki 3 so prikazani ključni razvojni 
koraki izolacije mikrospor pri piri (Triticum spelta L.), iz katerih so se regenerirale haploidne 
rastline (Lantos in sod., 2018).  
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Slika 3: a) pozna eno jedrna faza mikrospore, b) zgodnja dvo jedrna faza mikrospore, c) večcelična struktura 
(*) in deleče mikrospore, d) razvijajoči kalusi in e) regenerirane rastline: zelene in albine (Lantos in sod., 2018). 
2.2.2 Podvojevanje kromosomov  
Regeneracija haploidnih rastlin poteka in vitro. Pogosto imajo rastline, pri katerih ne pride 
do spontane podvojitve kromosomov, slabšo rast kot donorske rastline. Vsi haploidi, ki 
nastanejo iz diploidne donorske rastline, imajo enojno število kromosomov, so sterilni in 
posledično ne morejo tvoriti semena, ki je nujno potrebno za nadaljnje postopke žlahtnjenja. 
Zato je potrebno tem rastlinam podvojiti število kromosomov. Spontano podvojitev 
kromosomov je možno inducirati s fuzijo jeder v zgodnji fazi razvoja embrija. Najbolj 
pogosto se uporablja kemikalije, ki vplivajo na niti delitvenega vretena, kot je npr. kolhicin. 
Možni so tudi drugi načini tretiranja, npr. z dušikovim oksidom ali preko adventivne 
regeneracije, ki sama po sebi pogosto vodi v povečanje ploidnosti (Murovec in Bohanec, 
2012). 
2.2.3 Identifikacija haploidov  
Po uspešni indukciji in regenerciji haploidnih rastlin je potrebno ugotoviti, ali gre za rastline 
s haploidnim številom kromosomov, podvojene haploide ali pa heterozigote. Po tehniki 
indukcije haploidov se razlikujejo pričakovani rezultati, saj je pri izolaciji mikrospor zelo 
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majhna verjetnost, da bi bil regenerant heterozigot oz. regenerant iz somatskega tkiva, ker 
tega tekom izolacije odstranimo. Pri ginogenezi so regeneranti pogosto heterozigoti.  
Obstaja nekaj indirektnih metod določanja ploidnosti regeneranta, ki temeljijo na primerjavi 
med donorsko rastlino in regenerantom v morfoloških značilnostih (višina rastline, 
morfologija cveta), vigorju rastline, številu kloroplastov in fertilosti rastline. Ta način 
preverjanja je precej nezanesljiv in odstopanja so lahko posledica okoljskih dejavnikov. 
Direktni metodi določanja ploidnosti sta štetje kromosomov in merjenje količine DNA s 
pretočnim citometrom. Slednja metoda je zanesljiva in omogoča obdelavo velikega števila 
vzorcev v zgodnji fazi razvoja, ko je rastlina še v in vitro kulturi (Murovec in Bohanec, 
2012). Slika 4 prikazuje uporabo dveh direktnih metod in ene indirektne metode iz raziskave 
Kumar in sod. (2019), kjer so objavili rezultate direktne metode štetja kromosomov in 
pretočne citometrije pri rodu Tagetes spp., ter rezultate indirektne metode določanja števila 
kloroplastov v celicah zapiralkah stomatalnega aparata po uspešni indukciji in regeneraciji 
haploidov.  
 
   
Slika 4: d-e) določanje ploidnosti s štetjem kromosomov, g-h) histograma pretočne citometrije, j-i) število 
kloroplastov v celicah zapiralkah stomatalnega aparata (Kumar in sod., 2019).  
Pri regenerantih, kjer ne vemo, ali gre za podvojene haploide ali heterozigote, lahko to 
preverimo z določenimi molekulskimi označevalci, kot so AFLP (angl. amplified fragment 
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length polymorphism), RAPD (angl. random amplification of polymorphic DNA), SCAR 
ali SSR (Murovec in Bohanec, 2012). 
2.2.4 Uporaba podvojenih haploidov v žlahtnjenju  
Kot že omenjeno, se podvojeni haploidi uporabljajo pogosto kot starševske linije pri 
pridobivanju F1 hibridov. Zaradi homozigotnosti podvojenih haploidov je selekcija 
kvantitativnih kot tudi kvalitativnih lastnosti učinkovitejša, saj se izrazijo vsi recesivni geni 
v prvi generaciji. Primerni pa so tudi za različne genetske študije in genske manipulacije.  
Podvojeni haploidi se uspešno izkoriščajo pri žlahtnjenju komercialnih sort pri naslednjih 
vrstah: špargelj, ječmen, jajčevec, melone, paprike, riž, tobak, tritikala in pšenica. Obstaja 
že preko 290 sort, ki se uporabljajo v komercialne namene (Murovec in Bohanec, 2012).  
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3  MATERIAL IN METODE 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL  
V poskuse smo vključili naslednje sorte industrijske konoplje (Cannabis sativa L.): ‘Finola’, 
‘Futura 75’ in ‘USO-31’, katerih semena smo dobili iz Kmetijskega inštituta Slovenije, ter 
‘Komploti hibrid TC’, ‘Kitajska’ in ‘Novosadska konoplja’, katerih semena smo pridobili 
od prekmurskega pridelovalca navadne konoplje Dejana Rengea.  
Za namene obsevanja in izolacije mikrospor smo uporabili moške rastline sorte ‘Finola’.  
3.2 POGOJI RASTI  
Rastline smo gojili na Oddelku za agronomijo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. 
Semena smo posejali v 96-mestno gojitveno ploščo ter vznikle rastline presadili v 3,5 l lonce. 
Rastline so kalile in rastle v šotnem substratu Tonsubstrat (Klasmann, Nemčija). Najprej 
smo jih gojili v rastni komori, pri temperaturi 24 °C ter dnevno-nočnem ciklu osvetlitve 16/8 
ur (svetloba/tema). Kasneje smo rastline vzgajali v steklenjaku, kjer je bila temperatura od 
11°C do 25°C ter dnevno-nočnem ciklu osvetlitve 16/8 ur (svetloba/tema). 
3.3 INDUKCIJA HAPLOIDOV Z OPRAŠEVANJEM Z OBSEVANIM PELODOM 
3.3.1 Priprava gojišč za kalitev peloda in vitro  
Uporabili smo gojišče po Zottini in sod. (1997), gojišče smo preizkusili tudi pri različnih pH 
vrednostih. Gojišče smo pripravili tako v tekoči kot tudi v trdi obliki.   
Preglednica 1: Sestava gojišča po Zottini in sod, 1997, ki smo ga uporabili za kalitev peloda in vitro.   
Gojišče Tekoče gojišče A Trdo gojišče A 
Sestava gojišča 
170 g/l saharoze 170 g/l saharoze 
0,3 g/l Ca(NO3)2 0,3 g/l Ca(NO3)2 
0,1 g/l H3BO3 0,1 g/l H3BO3 
 7 g/l agar 
Tekoče gojišče smo preizkusili pri pH vrednostih 6,0; 6,3; 6,5; 6,7; 7,0; 7,5 in 8,0. Trda 
gojišča smo preizkusili pri pH vrednostih 7,0; 7,5 in 8,0. 
Tekoča gojišča smo filtrsko sterilizirali. Trda gojišča smo sterilizirali z 20 minutnim 
avtoklaviranjem pri 121°C in pritisku 1,1 bar.  
Cui in sod. (2008) so uporabili gojišče brez kalcijevih (Ca2+) ionov, ki naj bi inhibirali 
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Preglednica 2: Kombinacije gojišč, ki smo jih uporabili za kalitev peloda in vitro.  



















0,1 g/l H3BO3  0,1 g/l H3BO3 0,1 g/l H3BO3  
7 g/l agar 7 g/l agar 7 g/l agar 7 g/l agar  
pH=7 pH=7 pH=7 pH=7 pH=7 
3.3.2 Kalivost peloda in vitro  
Za kalitev v tekočem gojišču smo uporabili sledeč protokol: pelod smo nanesli na objektno 
steklo v obliki treh kapljic (velikost 20 l) ter v kapljice s spatulo dodali pelod. Objektno 
steklo smo inkubirali približno eno uro v komori s povečano relativno zračno vlago, da iz 
gojišča ni izhlapela voda. Komoro smo naredili iz plastične posode, v kateri smo na dno 
posode položili papirnate brisačke, ki so bile prepojene z bidestilirano vodo.  
Za kalitev na trdem gojišču smo pelod zajeli s konico majhne spatule ter pelod potresli na 
gojišče v petrijevi plošči. Plošče smo ovili s Parafilmom in jih inkubirali 24 ur.   
Kalivost smo določali tako, da smo prešteli kalive in nekalive celice peloda (skupno vsaj 
200 celic na vzorec) pod svetlobnim mikroskopom (Nikon Eclipse 80i; Nikon Corporation, 
Japan). Kot kaliv pelod smo upoštevali tiste celice, kjer je pelodni mešiček dosegel 
dvakratnik dolžine celice. Kalivost smo določili kot razmerje med kalivimi celicami glede 
na število vseh preštetih celic. 
3.3.3 Kalivost peloda in vivo  
Kalivost in vivo smo preverjali tako, da smo s pelodom (tretiranim in netretiranim) oprašili 
cvetove ženskih rastlin, ki so bile gojene ločeno od moških. Po preteku 24 ur smo iz ženskih 
rastlin potrgali oprašene cvetove ter jih namočili za eno uro v 1 % anilin modro v 0,1 N 
Na3PO4 (Sato in sod., 2000). Nato smo brazde položili na objektno steklo ter jih pogledali 
pod epifluorescentnim mikroskopom (Nicon Eclipse 80i) in ustreznim setom filtrov za 
detekcijo modre flourescence (ekscitacijski filter (EX) 490/20 nm, dikronično zrcalo (DM) 
495 nm in emijski filter (BA) 515/30 nm) preverjali kalitev peloda.  
3.3.4 Določanje živosti peloda  
Merjenje živosti smo preverjali s fluorescin diacetatom (FDA). Celice peloda smo inokulirali 
v tekočem gojišču ter od tega 10 µl gojišča s celicami dodali 0,5 µl FDA s koncentracijo 0,1 
mg ml-1. Mešanico smo inkubirali na objektnem steklcu v temi 10 min. Z mikroskopom 
(Nicon Eclipse 80i, X-Cite® 120 Fluoroscence Ilummination System EXFO) s setom filtrov 
za detekcijo zelene fluorescence (ekscitacijski filter (EX) 480/10 nm, dikronično zrcalo 
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(DM) 505 nm in emijski filter (BA) 540/20 nm) smo opazovali fluorescenco živih celic, saj 
FDA obarva le tiste z intaktno membrano. 
Pelod smo obarvali tudi z barvilom MTT (2,5-diphenyl tetrazolium bromide), kjer se žive 
celice obarvajo temno rozasto, mrtve pa se ne obarvajo.  
Barvilo MTT smo pripravili po protokolu, ki je opisan v članku Vižintin in Bohanec (2004). 
Pripravili smo 5 % raztopino saharoze tako, da smo zatehtali 0,5 g saharoze in dodali toliko 
vode, da je bila skupna masa 10 g. Dodali smo 0,1 g MTT, ki je rumen, lahek prašek, ki se 
je raztopil šele, ko smo dodali toplo vodo in mešali.  
Na objektno steklo smo nanesli kapljice barvila prostornine 20 l in jim dodali pelod. Steklo 
smo segreli nad gorilnikom, da je tekočina izhlapela. Na posušeno kapljico smo dodali 
glicerol, ki smo ga redčili z vodo v razmerju 1:1. 
3.3.5 Moški cvetovi navadne konoplje  
Pelod, ki se je usul direktno z rastline, ni bil primeren za uporabo v raziskavi. Zato smo 
uporabljali pelod, ki smo ga pridobili z nabiranjem različno zrelih moških cvetov.   
   
Slika 5: Moški cvetovi Cannabis sativa L. sorte 'Finola', ki smo jih uporabili za pridobitev peloda. Tip A – 
zaprti cvetovi, tip B-pol odprti cvetovi in tip C – odprti cvetovi.  
Cvetove smo razdelili v tri skupine glede na razvojno fazo: 
• cvetovi, ki so še popolnoma zaprti, petalni listi še ne odstopajo, prašniki pa so vidni 
kot rumeno-zelene proge (slika 5, tip A);  
• cvetovi, ki so delno odprti, petalni listi malo odstopajo, vidni so prašniki (slika 5, tip 
B). Pelod se usuje iz cvetov po 30 do 60 min inkubaciji pri sobni temperaturi;  
• cvetovi, ki so popolnoma odprti, petalni listi so popolnoma odprti, so pravokotno 
postavljeni glede na prašnike, prašniki so popolnoma vidni, vendar se iz njih pelod 
ob dotiku ne usuje (slika 5, tip C). Pelod se usuje iz cvetov po 30 do 60 min inkubaciji 
pri sobni temperaturi. 
 
tip A tip B tip C 
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Za nadaljnje procese raziskave smo se odločili za uporabo cvetov tipa A in združili skupini 
tipa B in C, saj med njima ni bilo opaženih razlik.  
Pelod smo nabirali v petrijeve plošče (premer 35 mm), na dno katerih smo položili košček 
pergamin papirja. Na ta papir se pelod ne prime, kar je omogočilo, da smo lahko kasneje 
pelod nanašali na gojišča. 
3.3.6 Obsevanje peloda in opraševanje 
Za obsevanje smo uporabili zaprte cvetove tip A (slika 5) ter pelod, ki se je usul iz cvetov 
tipa B in C (slika 5). Cvetove in pelod smo obsevali z obsevalnim aparatom RX-650 
(Faxitron Bioptics, Tucson, AZ). Tkivo smo obsevali v petrijevih ploščah premera 35 mm, 
na katerih je bil na dnu pergamin papir. V kasnejših fazah raziskave smo manjše petrijeve 
plošče zaprli v petrijevo ploščo s premerom 90 mm in na dno dodali papirnate brisačke 
prepojene z vodo ter tako ustvarili humidno komoro (slika 6). Večjo petrijevo ploščo smo 
oblepili s Parafilmom, manjše pa ne.  
 
Slika 6: Priprava humidne komore za obsevanje peloda. 
Kontrola je bila izpostavljena enakim pogojem kot obsevan pelod, vendar zaščitena pred X 
žarki s svinčenimi ploščicami. 
Z obsevanim pelodom in kontrolo smo oprašili rastline, tako da smo po cvetovih konoplje 
potresli pelod.  
3.3.7 Reševanje embrijev  
Regeneracijsko gojišče za embrije smo pripravili iz mešanice makroelementov, 
mikroelementov in vitaminov MS (Murashige in Skoog, 1962), ter dodali 30 g/l saharoze, 8 
g/l agarja (Daishin agar, Duchefa) in umerili pH vrednost na 5,8.  
Semena smo sterilizirali 15 minut v 1,66 % raztopini dikloroizocianurne kisline natrijeve 
soli (DICA) (Sigma, Saint Lous, ZDA) z dodatkom treh kapljic detergenta Tween-20 
(Sigma). Sterilna semena smo nato sprali s sterilno bidestilirano vodo.  
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Izolacija embrijev je potekala v komori za aseptično delo pod lupo Nikon SMZ 1000 (Nikon 
Tokyo, Japan) s pomočjo sterilne pincete in skalpela. Izolirane embrije smo gojili v 5x5 
petrijevkah (Sterilin®, Cambridge, VB). 
Regenerante smo gojili na enakem regeneracijskem gojišču v gojitvenih posodah.  
Rastlinski material smo gojili v 600 litrskih rastnih komorah pri temperaturi 23 C ob 16 
urni fotoperiodi in osvetlitvi 40 µmol/m2 oz. v temi.  
3.4 MERJENJE PLOIDNOSTI S PRETOČNO CITOMETRIJO  
Stopnjo ploidnosti regenerantov smo določili s pretočno citometrijo po postopku Bohanec 
(2003). Rastlinski material smo z britvico razrezali na majhne koščke v 0,5 ml raztopine v 
sestavi 0,1 M citronske kisline (Reidel-de Haën) z dodatkom 0,5 % Tween 20. Suspenzijo 
sproščenih jeder smo prefiltrirali skozi 30 µl najlonski filter in filtratu dodali 1,5-2 ml pufra 
s 4 µg/ml DAPI (4', 6'-diamidino-2-fenilindol) in 0,4 M dinatrijevim hidrogen fosfatom 
(Merck). Meritve smo opravili s pretočnim citometrom Partec PAS (Münste, Nemčija) z 
uporabo linearne skale. Stopnjo ploidnosti smo določili s primerjavo pozicije vrha diploidne 
rastline navadne konoplje, ki je rastla v rastlinjaku, in pozicije vrha preučevanega 
regeneranta.  
3.5 PREVERJANJE HOMOZIGOTNOSTI Z MIKROSATELITNIMI MARKERJI  
3.5.1 Izolacija DNA 
Celokupno DNA smo izolirali iz svežih listov rastlin navadne konoplje, ki so rastle v 
rastlinjaku in regenerantov gojenih v tkivni kulturi. Izolacijo smo izvedli po modificirani 
CTAB metodi (Kump in sod., 1992). Rastlinsko tkivo smo homogenizirali v vialah, s 
pomočjo kovinskih kroglic ob dodatku 700 µl CTAB ekstrakcijskega pufra segretega na 
68°C (2 % (w/v) CTAB (Sigma), 1,4 M NaCl (Merck), 20 mM EDTA (Alkaloid) pH 8,0, 
100 mM Tris-HCl (Sigma), pH 8,0 in 0,2 % (v/v) ß-merkaptoetanol (Fluka AG)). Nastalo 
suspenzijo smo prelili v 2 ml mikrocentrifugirko in inkubirali v vodni kopeli 1,5 ure pri 
68°C. Nato smo dodali 500 µl topila kloroform : izoamilalkohol v razmerju 24:1, dobro 
premešali in centrifugirali pri 4°C 12 minut pri 11.000 obratih na minuto (centrifuga 
Beckmann J2-HS, rotor JA-18.1). Supernatant smo odpipetirali v 1,5 ml mikrocentrifugirko 
in dodali 1/10 volumna 3 M Na-acetata (pH 5,2, uravnan z ocetno kislino) in 1 volumen 
ledeno hladnega izopropanola (Merck) ter dobro premešali. Vzorce smo inkubirali 30 min 
pri -20°C in ponovno centrifugirali pri 4°C 12 minut pri 11.000. Po centrifugiranju smo odlili 
supernatant, dodali 500 µl 70% etanola (Merck), premešali ter ponovno centrifugirali pri 
4°C 12 minut pri 11.000. Supernatant smo previdno odpipetirali in DNA zračno posušili na 
dnu mikrocentrifugirk. DNA smo raztopili v 50 µl TE pufra (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM 
EDTA pH 8,0) premešali ter shranili pri -20°C.  
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3.5.2 Merjenje koncentracije DNA 
Koncentracije izolirane DNA smo izmerili z DNA fluorometrom Hofer DyNA QuantTM 
200 (GE Healthcare, Little Chalfont, Velika Britanija). Pri merjenju koncentracije smo 
uporabili barvilo benzimidazol (Hoechts 33258) v TNE pufru (10 mM Tris-HCl, 1mM 
EDTA, 0,2 M NaCl, pH 7,4) v končni koncentraciji 1 µg/ml. 
DNA izoliranih vzorcev smo razredčili na koncentracijo 5 ng/µl in jo shranili pri -20°C. 
3.5.3 Pomnoževanje mikrosatelitnih lokusov  
Pomnoževanje mikrosatelitnih lokusov je potekalo z verižno reakcijo s polimerazo (PCR). 
V PCR mikrocentrifugirke smo odpipetirali 15 µl reakcijske mešanice z 15 ng genomske 
DNA, 0,5 U Tag-DNA polimeraze (Promega), 1 x PCR pufra, 3 mM MgCl2, 0,2 mM vsakega 
deoksinukleotida (dATP, dGTP, dCTP, dTTP; Sigma, St. Louis), 0,15 µM forward in 
reverse začetnih oligonukleotidov (Gao, 2014; preglednica 3) ter 0,2 µM začetnih 
oligonukleotidov označenih s fluorokromom (FAM, VIC, NED ali PET; Promega). Forward 
začetni oligonukleotidi so bili izdelani z 18 bp M13(-21) tail sekvenco, ki je bila dodana na 
5’ konec (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’), tako da je bila komplementarna začetnim 
oligonukleotidm označenim s fluorokromom. 
Preglednica 3: Pari začetnih oligonukleotidov z opisanim motivom in številom baznih parov nastalega produkta 
po Gao (2014).  







CAN0010 TCCAAACGTTCTCTCTCTCC CTACTAACCCAATCAGACCCA (GTG)6 276 
CAN0017 GACAAGCACACAGACAGCTC ATCTAAAGCCGGAGAATGTG (CT)10 270 
CAN0031 GGGAGCTGCCTTCTATGTTA AGGGAAAAGCTTGACTGCT (TA)9 288 
CAN0033 CTCACTGAACGAACGATTTG GCAGTTGGACTACTCTCGCT (AAT)7 294 
CAN0039 GCAGCCATAGTCATGGTGTA GTCATTGGAAAGACCAGCTT (CAT)8 220 
CAN0047 GGTCATGCTGGATCATTTTC GGTGGCCTTAATGATGTTGT (TGTTT)4 239 
CAN0051 AACCCAAAAGAGCTGAGAGA CTCAGCAAGGTGAGTACACG (TCA)6 291 
CAN0066 CGCTTGTCCTTCCTACAAAT GATGTTACTATCGTTTGGCG (TC)14 267 
CAN0093 CAGTCTCTCAGATCAGACTACC AGCGGCTAGCGTAACAGTAT (GA)11 211 
CAN0099 AAAACTGAGGGCTTTGAGTG ACTTTTAATGGGTGTCGGTG (TC)9 266 
CAN0160 GGACAACACAGAAATGAGCA CACTTTGCAGCCTATTTCCT (AG)9 167 
CAN0164 CTTCTTCCCTGAAACGCTTA TTCCTTCAAGAGCGTATTCC (AG)11 282 
CAN2354 CCAGTCCCACCACTGTAGAT GGGCCATTGTAATTCTTAGC (CTA)6 294 
CAN2607 TTTCGAGCTGTTGCTCTCTA CCTCTTGAGGGAACAAACAC (GAG)6 160 
CAN2633 GGCAAACTTGTAGTGCTCTT GGAAGTTAGCACTGCAGACA (TC)9 151 
CAN2913 AGGAACACTTTGAAAGCGAG CGGTCATCTACCTTGAGCTT (AAG)7 130 
* Po Gao (2014). 
 
Verižna reakcija s polimerazo je potekala v cikličnem termostatu GeneAmp PCR System 
9700 (Applied Biosystems Inc., Foster City, ZDA) s padajočo temperaturo prileganja  
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začetnih oligonukleotidov (‘touchdown’):  
• začetna denaturacija 3 min pri 94 °C 
• 10 ponavljajočih se ciklov:  
- denaturacija 30 s pri 95 °C, 
- prileganje začetnih oligonukleotidov 30 s pri 65 
°C, (z znižanjem temperature za 1 °C v vsakem 
naslednjem ciklu), 
- sinteza fragmetov 30 s pri 72 °C, 
• 20 ponavljajočih se ciklov:  
- denaturacija 30 s pri 95 °C, 
- prileganje začetnih oligonukleotidov 30 s pri 55 
°C, 
- sinteza fragmetov 30 s pri 72 °C, 
• Končna 5 minutna inkubacija pri 72 °C, 
• Ohlajanje na 4 °C.  
 
3.5.4 Zaznavanje fragmentov z agarozno elektroforezo 
PCR pomnožene fragmente smo ločevali v horizontalnih agaroznih gelih 1,2 % (SeaKem® 
LE Agarose; Lonza, Basel, Švica), 1x TBE pufer (89 mM Tris, 89 mM H3BO3, 2 mM 
EDTA) in 0,5 µg/ml etidijevega bromida.   
Gele smo namestili v elektroforetsko posodo (Sub-Cell Model 192, Bio Rad, ZDA) in prelili 
z 0,5x TBE pufrom (44,5 mM Tris-HCl, 44,5 mM borna kislina, 1 M EDTA pH 8,0). Pred 
nanašanjem smo vzorcem dodali ¼ volumna nanašalenga barvila BPB (0,2 % (w/v) brom 
fenol modro, 12,5% (w/v) Ficoll tip 400, 0,67 x TBE), premešali in 5 µl vsakega vzorca 
nanesli na gel. Poleg vzorcev smo na gel nanasli še dolžinski standard (Fermentas 
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder), na osnovi katerega smo ocenjevali dolžine pomnožkov. 
Elektroforeza je potekala pri napetosti 120 V. Za detekcijo v UV spektru in slikanje smo 
uporabili Bio Spectrum® S10 Imaging System (UVP, LLC, Upland, ZDA). 
3.5.5 Analiza pomnoženih fragmentov 
Za analizo pomnoženih fragmentov smo vzorce poslali na Oddelek za zootehniko 
Biotehniške fakultete, kjer so s kapilarno elektroforezo (ABI 3230xl Genetic Analyzer, 
Applied Biosystems) določili dolžine fragmentov. Vzorce za analizo smo pripravili tako, da 
smo združili PCR produkte označene z različnimi fluorokromi (4 µl vsakega označenega z 
FAM, VIC, NED ali PET). Od te mešanice smo odpipetirali po 1 µl za analizo, dodali 0,5 µl 
internega dolžinskega standarda (Scan™ 600 LIZ; Applied Biosystems, CA, ZDA) ter 10,6 
µl fomamida (Sigma, St. Louis).  
Za obdelavo dobljenih rezultatov smo uporabili program Peak Scanner™ Software v2.0.  
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3.6 INDUKCIJA HAPLOIDOV PREKO KULTURE IZOLIRANIH MIKROSPOR  
3.6.1 Gojišča  
Uporabili smo dve gojišči, in sicer gojišče NLN-13 (Lichter, 1982) in AT3 (Touraev in 
Heberle-Bros, 1999). Sestava gojišč je predstavljena v pregledici 4 in 5. Gojišči smo z 
vakuumsko črpalko filtrsko sterilizirali (filter s porami 0,22 m).  
Preglednica 4: Sestava gojišča NLN-13 
Sestavina  Koncentracija (g/L) 
(CaNO3)2x4H2O  0,5 
saharoza 130 
NLN vitamini (Duchefa) 1,038 
NLN makro- in mikroelementi (Duchefa) 0,387 
 
Pregledica 5: Sestava gojišča AT3 




CaCl2 x 2H2O 166 
MgSO4 x 7H2O 185 
Fe-EDTA 10 ml iz založne raztopine z koncentracijo 3,67 g/L 
B-5 vitamini  1 ml iz založne raztopine s 1000x koncentracijo 




pH = 6,2  
3.6.2 Izolacija mikrospor  
Moške cvetove smo nabirali v različnih fazah in jih nato razporedili v velikostne razrede s 
pomočjo lupe Nikon SMZ 1000 (Nikon Tokyo, Japan) in milimetrske mreže v lupi. Nabrane 
cvetove smo hranili na ledu do izolacije. Vse uporabljene tekočine, steklovino in 
centrifugirke smo predhodno ohladili na 4C. Delo je potekalo v brezprašni komori, 
prehodno ohlajen material in vzorce smo tekom dela hranili na ledu. Cvetove smo 
površinsko sterilizirali osem minut z občasnih mešanjem v 1,66 % dikloroizocianurne kisline 
natrijeve soli (DICA) z dodatkom treh kapljic detergenta Tween 20. Po sterilizaciji smo 
cvetove sprali z 0,5 L ohlajene bidestilirane sterilne vode. V sterilno ohlajeno 50 ml čašo 
smo odpipetirali 2 ml ohlajenega gojišča (NLN-13 ali AT3) in s sterilno pinceto dodali 
cvetove. S sterilnim batom smo nežno zmacerirali cvetove. Vsebino čaše smo prefiltrerali 
skozi 0,22 m filter v 15 ml centrifugirke, bat in čašo smo sprali z 8 ml gojišča in prefiltirali 
skozi isti filter v centrifugirko. Mikrospore smo centrifugirali 3 min na 1000 rpm pri 4C v 
centrifugi Eppendorf Centrifuge 5810 R. Supernatant smo sterilno odlili in resuspendirali v 
10 ml gojišča ter ponovno centrifugirali. Spiranje mikrospor smo ponovili še enkrat. V 
22 
Svetik S. Poskusi indukcije haploidnih rastlin navadne konoplje (Cannabis sativa L.).   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
zadnjem koraku smo sterilno odlili supernatant in dodali 1 ml gojišča. Mikrospore smo 
shranili na ledu. Protokol izolacije je prirejen po Custers (2003).  
3.6.3 Koncentracija in živost mikrospor  
Koncentracijo mikrospor smo določili s pomočjo števne komore (hemacitometer) pod 
mikroskopom (Nicon Eclipse 80i). Po enačbi (1) smo izračunali in določili koncentracijo 
izoliranih mikrospor.  
𝑘𝑜𝑛𝑐. 𝑚𝑖𝑘𝑟𝑜𝑠𝑝𝑜𝑟 =  
š𝑡.𝑝𝑟𝑒š𝑡𝑒𝑡𝑖ℎ 𝑚𝑖𝑘𝑟𝑜𝑠𝑝𝑜𝑟




]        … (1) 
 
Živost smo določali takoj po izolaciji z barvanjem z fluorescin diacetatom (FDA). Desetim 
mikrolitrom mikrospor smo dodali 5 l FDA s koncentracijo 1 g/ml ter inkubirali preparat 
10 min v temi. Z mikroskopom (Nicon Eclipse 80i) s setom filtrov za detekcijo zelene 
fluorescence (X-Cite® 120 Fluoroscence Ilummination System EXFO) smo opazovali 
fluorescenco živih celic, saj FDA obarva le tiste z intaktno membrano. 
3.6.4 Gojenje mikrospor   
Izolirane mikrospore smo redčili z gojiščem tako, da je bila končna koncentracija 4x104 
mikrospor/ml v končnem volumnu 5 ml v petrijevih ploščah premera 55 mm. Petrijeve 
plošče smo oblepili s Parafilmom in jih shranili v temno škatlo.  
Mikrospore smo inkubirali po dveh pristopih:  
1. S toplotnim šokom:  
i. inkubacija 48 ur na 32C v temi, 
ii. inkubacija 14 dni na 25C v temi,  
iii. stresanje na 25C v temi pri 50 rpm.  
2. Brez toplotnega šoka:  
i. inkubacija 14 dni na 25C v temi, 
ii. stresanje na 25C v temi pri 50 rpm. 
Dva do tri tedne po zadnjem koraku smo mikrospore pogledali pod lupo in tako preverili, ali 
je prišlo do povečanja oz. delitve celic.  
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4   REZULTATI 
4.1 INDUKCIJA HAPLOIDOV Z OBSEVANIM PELODOM IN PREVERJANJE 
REGENERANTOV S PRETOČNO CITOMETRIJO IN MOLEKULSKIMI 
OZNAČEVALCI  
4.1.1 Živost peloda  
S preverjanjem živosti peloda smo določili, kateri pelod je najbolj primeren za nadaljnjo 
uporabo. Uporabili smo pelod sorte ‘Finola’, ki se je usul direktno z rastline in pelod iz 
zaprtih cvetov tipa A ter odprtih cvetov tipa B in C (slika 5).  
   
Slika 7: Pelod barvan s FDA. 1 – pelod, ki se je sipal direktno z rastline, 2 – pelod, ki smo ga dobili iz zaprtih 
cvetov (tip A) ter 3 – pelod, ki smo ga dobili iz odprtih cvetov (tip B in C).  
Pelod, ki se je usul direktno z rastline, je imel najmanj živih celic (slika 7, primer 1), zato 
smo za nadaljnje postopke uporabljali le pelod iz zaprtih in odprtih cvetov tipa A, B in C 
(slika 7, primer 2 in 3). Slednje smo prav tako pobarvali z barvilom MTT in s tem potrdili, 
da prevladujejo žive celice (slika 8).  
 
Slika 8: Pelod barvan z MTT barvilom (temno obarvane celice so žive, ne obarvane oz. zelo svetlo obarvane 
pa ne).  
 
 
1 2 3 
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4.1.2 Kalivost peloda in vitro  
Pelod v tekočih gojiščih ni kalil ne glede na sestavo ali spremembo pH gojišča.  
Na trdih gojiščih pa je pelod kalil. Preverili smo, kako različen pH trdih gojišč ter dolžina 
inkubacije vplivata na kalitev peloda. Ugotovili smo, da je najbolje kalil pri pH 7 ter po 24 
urni inkubaciji (preglednica 6).  
Tekom raziskave smo ugotovili, da po inkubiranju več ur pelod s časom propade in ne kali, 
razen če pripravimo humidno komoro in s tem zagotovimo večjo vlažnost. Ker obsevanje 
traja več ur, smo pelod vedno obsevali ob prisotnosti vlage. 
Preglednica 6: Kalivost peloda sorte ‘Finola’ pri različnih pH gojišč ter različno dolgi inkubaciji na gojišču (v 
oklepaju je navedeno celotno število preštetih celic peloda). 
pH gojišča 7,0 7,5 8,0 
Čas inkubacije 
(št. ur) 
4 23 4 23 4 23 
Kalivost 
peloda (%) 
30 (814) 52 (677) 28 (781) 43 (861) 25 (471) 29 (1010) 
 
Cui in sod. (2008) so za kalitev peloda konoplje uporabljali gojišče brez kalcijevih ionov 
(Ca2+), ker naj bi inhibirali kalitev. Zato smo preizkusili še dodatna gojišča za primerjavo, 
gojišča A, B, C, D in E (preglednica 2).  
Preglednica 7: Kalivost peloda sorte ‘Finola’ na različnih gojiščih (v oklepaju je navedeno število preštetih 
celic peloda). 
Gojišče  A B C D E 
Kalivost 
peloda v % 
65 (264) 49 (379) 55 (248) 60 (334) 76 (347) 
 
Pelod je najbolje kalil na gojišču E, prav tako je dobro kalil na gojišču A. Zato smo se 
odločili, da bomo za nadaljnje raziskave uporabljali gojišči A in E (preglednica 7).  
Pelod smo obsevali z različnimi odmerki, da bi ugotovili, pri katerem ne kali več. Iz 
preglednice 8 je razvidno, da je pelod kalil kljub zelo visokim odmerkom obsevanja. 
Obsevanje peloda smo izvedli ob različnih časih in ne vse v enem dnevu in iz ene serije 
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Preglednica 8: Kalivost obsevanega peloda sorte ‘Finola’ pri različnih odmerkih obsevanja in kalivost kontrole, 
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4.1.3 Kalivost peloda različnih sort navadne konoplje (in vitro)  
Preverili smo kalivost peloda drugih sort konoplje in ugotovili, da imajo sorte podobno 
kalivost (preglednica 9). Za kalitev smo uporabili gojišče A (preglednica 1) oz. gojišče po 
Zottini in sod. (1997). 
Preglednica 9: Kalivost peloda petih sort Cannabis sativa L. za različne tipe peloda.  
Obravnava Pelod, ki se usuje 
direktno z rastline 
(kalivost peloda v 
%) 
Pelod iz odprtih 
cvetov – 
inkubacija 2 uri 
(kalivost peloda v 
%) 
Pelod iz odprtih 
cvetov – 
inkubacija 9,5 ur 
(kalivost peloda v 
%) 
Pelod iz zaprtih 
cvetov – 
inkubacija 9,5 ur 
(kalivost peloda v 
%) 
Sorta 
'Futura 75' 15 (770) 21 (811) 51 (433) 17 (762) 
'Kompolti hibrid 
TC' 
39 (762) 35 (628) 56 (407) 22 (354) 
'USO-31' 43 (503) 29 (454) 28 (365) 42 (613) 
'Kitajska' 41 (481) 58 (324) 70 (357) 62 (579) 
'Novosadska 
konoplja' 
21 (849) 65 (442) 61 (451) 41 (630) 
 
4.1.4 Kalivost peloda in vivo  
Preverjali smo kalivost peloda in vivo na brazdah ženskih cvetov. Po barvanju z anilin 
modrim in osvetljevanjem z UV svetlobo je bila kalitev peloda in rast pelodnih mešičkov, 
tako obsevanega kot ne obsevanega peloda, jasno vidna (slika 9).  
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Slika 9: Kalitev peloda na vratu pestiča; 1 – neobsevan pelod, 2 – pelod obsevan z 595 Gy ; 3 – pelod obsevan 
z 850 Gy: 4 – pelod obsevan z 1020 Gy.  
Med cvetovi, ki so bili oprašeni s pelodom obsevanim z različnimi odmerki (od 255 Gy do 
1020 Gy), ni bilo opaznih vizualnih razlik v kalivosti peloda. Prav tako ni bilo opaznih razlik 
med kalivostjo obsevanega in ne-obsevanega peloda.  
4.1.5 Reševanje embrijev  
Rastline, ki so bile oprašene z obsevanim pelodom, so bile počasnejše v razvoju semen v 
primerjavi z rastlinami, oprašenimi z neobsevanim pelodom. Ker so se temperature skozi 
leto spreminjale, mi pa smo gojili rastline v rastlinjaku, kjer temperatura ni bila konstantna, 
se je čas dozorevanja semen po opraševanju spreminjal. Ravnali smo se po pravilu, da ko je 
dozorela kontrolna rastlina, smo pobrali tudi nedozorela semena rastlin oprašenih z 
obsevanim pelodom.  
Pri visokih odmerkih obsevanja peloda (več kot 595 Gy) se embriji bodisi niso razvili, bodisi 
so bila semena popolnoma prazna, ni se razvil niti endosperm. Pri zelo nizkih odmerkih 
(manj kot 360 Gy) so se razvili diploidni embriji brez motenj v razvoju, kar smo ugotovili s 
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Zato smo se omejili na obsevanje med 360 Gy in 595 Gy ter opravili več ponovitev. V 
preglednici 10 je prikazano število izoliranih embrijev pri določenem odmerku obsevanja ter 
število regenerantov, ki so se razvili iz teh embrijev. Pri vseh primerih se je iz kontrole 
(rastline oprašene s pelodom, ki ni bil obsevan, vendar inkubiran toliko časa, kot je potekalo 
obsevanje) embrij razvil in vitro ter smo iz njih dobili vitalne regenerante.  
Preglednica 10: Število izoliranih embrijev in iz teh pridobljeni regeneranti pri različnih odmerkih obsevanja.   
Odmerek obsevanja Št. izoliranih embrijev Št. regenerantov 
595 Gy (7 ur) 19 1 
510 Gy (6 ur) 213 0 
450 Gy (5 ur) 163 56 
360 Gy (4 ure) 90 25 
4.1.6 Pretočna citometrija  
Vsem regenerantom (preglednica 10) smo določili ploidnost s pretočno citometrijo. 
Rezultati so pokazali, da so vsi regeneranti diploidi. Slika 10 pikazuje primer histograma 
diploidnega regeneranta. Iz histograma diploidnost razberemo tako, da je prvi in višji vrh, ki 
prikazuje celice v interfazi G1 (t.j. faza celičnega cikla delečih somatskih celic) na območju 
200 (kot je prikazano na x osi), enak kot pri donorski rastlini, za katero vemo, da je diploid. 
V primeru, da bi bila to haploidna rastlina, bi bil prvi vrh na območju 100, ker je genom za 
polovico manjši (Bohanec, 2003).  
 
 
Slika 10: Določanje ploidnosti s pretočnim citometrom. Histogram prikazuje jedrno DNA enega od 
regenerantov, ki je diploiden.  
4.1.7 Mikrosatelitni označevalci  
Dobili smo skupno 82 regenerantov in noben izmed teh ni imel haploidnega jedra, kar smo 
ugotovili z analizo s pretočno citometrijo. Odločili smo se preveriti, ali so morda regeneranti 
spontano podvojeni haploidi, zato smo izvedli genetsko analizo s SSR označevalci. Ker smo 
s pelodom sorte ‘Finola’ opraševali tudi žensko rastlino sorte ‘Tiborszallasi’, smo določili 











Svetik S. Poskusi indukcije haploidnih rastlin navadne konoplje (Cannabis sativa L.).   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
dolžine mikrosatelitnih lokusov starševskim linijam na 16 lokusih (priloga A). Analizirali 
smo 80 regenerantov, 70 smo že po analizi na treh lokusih določili heterozigotnost, desetim 
pa smo naredili še dodatno analizo na osmih drugih lokusih. Od teh so bili trije regeneranti 
homozigoti pri analizi na treh lokusih, pri ostalih sedmih pa smo dobili neberljive rezultate 
(priloga B). Tudi za te regenerante smo ugotovili, da so heterozigoti, kar lahko vidimo iz 
primera regeneranta št. 13 na sliki 11, saj ima na vsakem lokusu po dva vrhova; v primeru, 
da bil homozigot, bi imel na vseh lokusih samo en vrh.   
 
Slika 11: Elektroferogram mikrosatelitnega označevalca (CAN-99 (NED-črna), CAN-31 (VIC-zelena) in 
CAN-2354 (FAM-modra)) za regenerant št. 13, ki prikazuje heterozigotnost na vseh treh lokusih.  
4.2 INDUKCIJA HAPLOIDOV PREKO KULTURE IZOLIRANIH MIKROSPOR  
Prvi sklop izolacij mikrospor smo delali z gojiščem NLN-13 in po protokolu s toplotnim 
šokom (poglavje 3.4.6. Gojenje mikrospor), ki se uspešno uporablja pri izolaciji mikrospor 
rodu Brassica. Drugi sklop izolacij pa smo naredili z gojiščem AT3 in brez toplotnega šoka. 
V preglednici 11 so prikazane povprečne koncentracije izoliranih mikrospor in povprečno 
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Preglednica 11: Povprečna koncentracija izoliranih mikrospor in povprečno število cvetov na izolacijo znotraj 
velikostnega razreda. Preglednica je razdeljena na dva dela glede na gojišče, ki smo ga uporabljali za izolacijo.  
Uporabljeno gojišče: NLN-13 
Velikostni razred (mm) 
Koncentracija 
(mikrospore/l) Povprečno število cvetov 
2,0-2,5 743 42 
2,51-3,0 1140 46 
3,01-3,5 413 25 
3,51-4,0 433 13 
4,01-4,5 150 28 
4,51-5,0 40 21 
5,01-5,5 13 19 
5,51-6,0 6 13 
Uporabljeno gojišče: AT3     
2,0-2,5 1725 38 
2,51-3,0 1545 25 
3,01-3,5 1625 25 
3,51-4,0 2260 31 
4,01-4,5 1500 17 
4,51-5,0 180 3 
 
 
Živost izoliranih mikrospor smo preverili v takšni meri, da smo po vsaki izolaciji določili 
prisotnost živih celic. Odstotka živih celic nismo določali.  
Po izolaciji smo po enem, dveh, treh in štirih tednih pogledali celice pod lupo, da bi preverili, 
če je prišlo do katerih koli sprememb. Pojavljali so se skupki celic, v nobenem primeru pa 
nismo opazili, da bi se celice povečale oz. delile.   
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA 
Literature, kjer bi izvedli uspešno indukcijo haploidov s katerimkoli pristopom, pri navadni 
konoplji ni. Zato smo se v razpravi naslonili na raziskave opravljene na drugih rastlinskih 
vrstah in poiskali možne razloge za neuspešno indukcijo haploidov.  
V raziskavi smo uporabili dve tehniki za indukcijo haploidov pri navadni konoplji. Pri obeh 
tehnikah smo bili neuspešni, saj noben od regenerantov ni bil haploid ali spontano podvojeni 
haploid. Kljub temu smo v raziskavi ugotovili, katero gojišče je primerno za kalitev peloda, 
v katerem razvojnem ciklu moškega cvetenja je pelod najbolj kaliv, kako obsevati pelod, da 
skozi proces ohranjamo živost peloda in da je možno izolirati viabilne mikrospore navadne 
konoplje.    
5.1.1 Poskusi indukcije haploidov z obsevanim pelodom  
Najprej smo morali ugotoviti, v kateri razvojni fazi so najbolj primerni moški cvetovi, da bo 
nabrani pelod, katerega smo želeli uporabljati za obsevanje in nato opraševanje, najbolj 
kaliv. Nabrali smo pelod, ki se je sam usuval iz rastline. Izkazalo se je, da ta in vitro ni kalil, 
testi živosti pa so pokazali, da je med njimi zelo malo celic živih (slika 7, primer 1). Razlog 
je lahko v tem, da pelod v odprtih cvetovih, iz katerih se že usuva, začne zelo hitro propadati. 
Pri buči (Cucurbita moschata L.) so Ikechukwu in sod. (2007) ugotovili, da je viabilnost 
peloda zjutraj, ko se cvetovi odprejo, med 90 in 96 % in nato do večera kalivost upade na 8 
do 10 %. Za nadaljne raziskave smo uporabljali zaprte cvetove in cvetove tik pred odprtjem 
(slika 5), pri katerih je bila živost večja in posledično kalivost uspešnejša (slika 7). To se 
sklada z raziskavo Choudhary in sod. (2014), kjer so ugotavljali viabilnost peloda konoplje 
v vseh letnih časih. Pelod so nabirali tako, da so nabrali moške cvetove tik pred odprtjem ali 
ko so se ravno odprli in so imeli intaktne prašnice. Inkubirali so jih 2 uri na petrijevih ploščah 
na sobni temperaturi ter nato preverili živost. Nekoliko drugače pa so nabirali pelod v 
raziskavi Zottini in sod. (1996), kjer so uporabili sorto industrijske konoplje 'Carmagnola', 
obsevali nabran pelod ter opazovali kalivost in živost peloda. Zjutraj so nabrali nekaj 
poganjkov in jih pustili na prostem, da so se cvetovi popolnoma odprli ter jih inkubirali dve 
do tri ure na sobni temperaturi. Nato so pelod nabrali v mikrocentrifugirke in ga uporabljali 
za nadaljnje raziskave. 
V raziskavi smo ugotovili, da tekoče gojišče ni primerno za kalitev peloda navadne konoplje. 
Določili smo optimalen pH za kalitev peloda na trdem gojišču (preglednica 6) in preizkusili 
sestavo različnih gojišč (preglednica 2), saj Cui in sod. (2008) navajajo, da naj bi kalcijevi 
ioni inhibirali kalitev. V naši raziskavi se je izkazalo, da to ne drži, saj je pelod najbolje kalil 
na gojišču povzetemu po Zottini sod. (1997), ki smo mu dali oznako A in na gojišču E, ki je 
sestavljeno samo iz saharoze z optimalnim pH pri 7. Saharoza v gojišču regulira osmozo, ki 
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je potrebna za kalitev peloda. Bor se dodaja v gojišča za kalitev, ker je znano, da pelodnim 
celicam primanjkuje bora, ki ga drugače dobijo na pestiču, kjer je prisoten v visokih 
koncentracijah. Kalcijevi ioni pa so vključeni v kationsko ravnotežje in so odgovorni za 
razvoj pelodne cevke. Kljub temu pa kaže, da ima optimalna količina saharoze pomemben 
vpliv na kalitev peloda (Jayaprakash, 2018), kar je v skladu z našimi ugotovitvami, da je 
pelod najbolje kalil pri 17 % saharozi in ob dodatku kalicijevih ionov in borove kisline. Na 
gojiščih brez dodatka borove kisline, kalcijevih ionov in z nižjo koncentracijo saharoze je 
bil odstotek kalivosti nižji.   
Ugotovili smo, da po daljši inkubaciji na gojišču (cca. 24 ur) pelod bolje kali (preglednica 
6). 
Prav tako smo tekom raziskave ugotovili, da pelod bolje kali, če ga inkubiramo v humidni 
komori (slika 6). Razlog je lahko v tem, da zaradi dehidracije in obsevanja pelod ne more 
zadrževati vode in jo posledično hitro izgublja, zato celice hitreje propadejo, kar so ugotovili, 
da velja za pelod buč (Kurtar, 2011).  
Kalivost peloda pa smo ugotavljali tudi pri različnih sortah konoplje, da bi videli, če med 
njimi obstajajo razlike. Kot je razvidno iz preglednice 9, je bila kalivost med sortami 
različna, vendar nobena ni bila bistveno boljša kot kalivost sorte 'Finola', zato smo za 
nadaljnje raziskave uporabljali pelod te sorte. Da je kalivost peloda med sortami iste vrste 
različna, pa ni nenavadno, kar so pokazali tudi Kakani in sod. (2005), kjer so kalili pelod 12 
različnih sort bombaža in ugotovili, da je kalivost med 33 % do 66 % med različnimi sortami.  
Uspešnost pridobivanja haploidov z obsevanim pelodom je odvisna od genotipa donorske 
rastline, fiziološkega stanja oprašene ženske rastline, odmerka obsevanja peloda in sestave 
medija za reševanje embrijev in regeneracijo rastlin (Dal in sod., 2016).   
Z upoštevanjem vsega navedenega smo želeli določiti optimalni odmerek obsevanja. Najprej 
smo hoteli ugotoviti, kateri je najvišji odmerek obsevanja, pri katerem pelod še kali. Zottini 
in sod. (1996) so v raziskavi dokazali, da kalivost peloda navadne konoplje z višanjem 
odmerka upada. V naši raziskavi smo pokazali, da pelod kljub zelo visokim odmerkom 
obsevanja (1330 Gy) še vedno kali. Nismo pa uspeli pokazati, da odstotek kalivosti upada z 
višanjem odmerkov, saj so bila tretiranja izvedena ob različnih časih in na različnem 
rastlinskem materialu. Omenjeno trditev bi lahko preverili le, če bi imeli istočasno pelod iz 
iste rastline v isti razvojni fazi v aparatu za obsevanje in tako na istem rastlinskem materialu 
ugotavljali učinke različnih doz obsevanja. Zato so lahko rezultati v preglednici 8 nekoliko 
zavajajoči, saj pelod pri najvišjem odmerku obsevanja kali bolje kot pelod, ki je bil tretiran 
s polovico manjšim odmerkom. Kljub temu smo dokazali, da visoki odmerki obsevanja 
peloda ne ubijejo, kar smo opazili pri testu in vivo kalitve na brazdah ženskih cvetov (slika 
9).  
Za reševanje nedozorelih embrijev je pomembno primerno gojišče, ki omogoči razvoj 
embrija in izolacijo embrijev v optimalni fazi razvoja. Rastline, ki smo jih uporabljali v 
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raziskavi, smo gojili skozi celo leto v rastlinjaku, kjer je temperatura nekontrolirana. Zaradi 
teh okoliščin se je na rastlinah, ki so bile oprašene z neobsevanim pelodom, čas dozoritve 
semen precej spreminjal (od 11 do 23 dni po oprašitvi). Na podlagi tega smo se odločili, da 
embrije, ki so nastali z oploditvijo z obsevanim pelodom, izoliramo, ko vidno dozorijo 
semena na kontrolnih rastlinah (rastline oprašene z neobsevanim pelodom). V raziskavi 
Kurtar in Balkaya (2010) so pri buči (Cucurbita maxima L.) najprej izolirali vse embrije 3 
do 6 tednov po oprašitvi, da so ugotovili, v kateri fazi so embriji najprimernejši. Če jih 
izoliramo prepozno, postanejo embriji nekrotični, medtem ko če so izolirani prezgodaj, pa 
še niso dovolj razviti, da bi se lahko naprej razvijali na gojišču. Da bi enako ugotovili pri 
naših semenih, bi morali najprej gojiti rastline v kontroliranem okolju, kjer bil čas dozoritve 
semen na kontrolnih rastlinah konstanten in tako ne pod vplivom rastnih dejavnikov (letni 
čas).  
Ugotovili smo, da se pri visokih odmerkih obsevanja (več kot 595 Gy) embriji niso razvili, 
ali pa so bila semena popolnoma prazna. Pri nizkih odmerkih (manj kot 360 Gy) pa so se 
razvili diploidni embriji brez motenj v razvoju, iz česar sklepamo, da odmerek obsevanja ni 
bil dovolj močen. Znano je, da se haploidni regeneranti razvijejo pri višjih odmerkih 
obsevanja, kjer se na račun obsevanja razvije manjše število emrbijev, ampak so le-ti 
haploidni. Zato smo se odločili, da se omejimo na odmerek med 360 Gy in 595 Gy. Kot je 
razvidno iz preglednice 10, smo dobili skupno 82 regenerantov. Vsi so bili diploidi (slika 
10) in heterozigoti (slika 11), kar smo dokazali z uporabo mikrosatelitnih označevalcev, ki 
so jih razvili Gao in sod. (2014) za navadno konopljo.  
Konoplja ni edina vrsta, kjer haploidi še niso bili pridobljeni, saj so take vrste tudi sirek 
(Sorghum bicolor L.) (Teingtham in Borde, 2017), kokos (Cocos nucifera) in datelj (Phenoix 
dactylifera) (Kumar in Sparjanbabu, 2013). Pri Mimulus aurantiacus so z različnimi pristopi 
skušali inducirati haploide in pridobili od 331 regenerantov le 4 haploidne rastline, kar prav 
tako nakazuje na slabo odzivnost. Enako je pri divjem hibiskusu (Hibiscus sabdariffa L.), 
kjer so od 30 regenerantov pridobili enega haploida (Ma'arup in sod., 2012). Vse to nakazuje, 
da so postopki pridobivanja haploidov pri nekaterih rastlinskih vrstah težavnejši.    
Pridobitev haploidov je zelo odvisna od genotipa donorske rastline, zato bi bilo smiselno v 
nadaljevanju preiskusiti še druge sorte navadne konoplje. Poleg tega bi bilo potrebno rastline 
gojiti v kontroliranih pogojih, kjer bi bil vpliv rastnih razmer minimalen. V naši raziskavi je 
temperatura med rastjo rastlin močno nihala, kar je lahko tudi razlog za neuspel razvoj 
haploidnih embrijev. Ena izmed rešitev je tudi uporaba drugih načinov obsevanja. Dal in 
sod. (2016) navajajo, da je obsevanje z gama žarki najuspešnejše za pridobitev haploidov. 
Pri meloni (Cucumis melo L. var. inodorus) so preizkusili tri načine obsevanja in vpliv teh 
na razvoj haploidnih rastlin. Uporabili so gama žarke (Co60), sevanje s Cs137 in X žarke. 
Ugotovili so, da so vsi trije načini sicer uspešni za pridobitev haploidov pri meloni, vendar 
se jih je največ regeneriralo pri obsevanju z gama žarki, najmanj pa z X žarki.   
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5.1.2 Poskus indukcije haploidov preko kulture mikrospor  
Za poskuse indukcije haploidov preko kulture mikrospor smo uporabili dve gojišči, in sicer 
NLN-13, ki se uspešno uporablja pri izolaciji mikrospor rodu Brassica ter AT3, ki se 
uspešno uporablja pri izolaciji mikrospor tobaka. V naši raziskavi smo pridobili mikrospore, 
ki so bile z barvanjem s FDA vidno žive, vendar se te po gojenju niso povečale oz. delile.  
Eden izmed ključnih razlogov za neuspelo indukcijo haploidov preko kulture mikrospor bi 
lahko bil genotip donorske rastline. Zastaviti bi morali obsežnejši poskus z več sortami in 
narediti veliko ponovitev izolacij. Ključno vlogo imata tudi določeno pred-tretiranje in 
sestava gojišča za izolacijo. Kumar in sod. (2019) so v osnovno gojišče dodali še kokosovo 
vodo, ki je nadomeščala endosperm in uporabili hladno pred-tretranje rastlin. Lantos in sod. 
(2018) so za uspešno izolacijo mikrospor pri piri ravno tako uporabili predtretiranje rastlin 
z 12 dnevno inkubacijo na 2 do 4 C v temi. Protokolov za izolacijo mikrospor, ki vključujejo 
različne sestave gojišč in različna pred-tretiranja, je veliko. Zato bi bilo potrebno za poskus 
indukcije haploidov pri konoplji zastaviti obsežen poskus z veliko potrebne optimizacije, 
ker kot se je izkazalo v našem primeru, protokol, ki se uspešno uporablja pri mnogih vrstah, 
pri konoplji ni deloval.  
Na temo indukcije haploidov pri navadni konoplji ni objavljene literature. Tudi naši poskusi 
indukcije haploidov niso bili uspešni Zato lahko sklepamo, da je konoplja zelo težavna 
rastlinska vrsta za indukcijo haploidov. Seveda pa je prostora za optimizacijo protokolov in 
preizkus drugih tehnik pridobivanja haploidov pri konoplji še veliko.  
5.2  SKLEPI 
Ugotovili smo, da:  
- smo razvili uspešen način nabiranja primernih moških cvetov za kalitev peloda in 
vitro;  
- tekoče gojišče z enako sestavo kot trdo gojišče ni primerno za kalitev peloda in vitro;  
- je gojišče, ki so ga objavili Zottini in sod. (1995), najprimernejše za kalitev peloda 
in vitro;  
- če pelod inkubiramo v humidni komori, ostanejo celice žive tudi po več urni 
inkubaciji;  
- pelod med različnimi sortami navadne konoplje različno kali in vitro; 
- pelod kali tudi po obsevanju z viskomi odmerki obsevanja (1330 Gy);  
- se pri obsevanju z odmerkom manjšim od 360 Gy razvijejo rastline brez motenj v 
rasti in so diploidi;  
- se pri obsevanju z odmerkom višjim od 595 Gy ne razvijejo embriji;  
- so bili vsi regeneranti pridobljeni z odmerki obsevanja med 360 in 595 Gy diploidi 
in heterozigoti;  
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- pri poskusu indukcije haploidov preko kulture mikrospor z dvema različnima 
gojiščima nismo pridobili haploidnih regenerantov;  
- bi bilo potrebno preizkusiti in optimizirati še veliko protokolov za indukcijo 
haploidov pri navadni konoplji. 
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7  POVZETEK 
V magistrskem delu smo poskušali inducirati in regenerirati haploidne rastline pri navadni 
konoplji z dvema različnima tehnikama.  
Ena izmed tehnik, ki smo jo uporabili v naši raziskavi, je indukcija haploidov z 
opraševanjem z obsevanim pelodom. Pri tej tehniki pelod, ki je obsevan, še vedno kali in 
razvije pelodno cevko, vendar ne oplodi jajčne celici ali pa se kromosomi tekom razvoja 
zigote izločijo. Zato se rastlina razvije le iz ženske gamete in tako pridobimo haploidno 
rastlino iz samo ene garniture kromosomov. Za uspešno izvedbo metode je potrebno 
vzpostaviti optimalni odmerek obsevanja in embrije, ki se razvijejo, uspešno regenerirati na 
primernem gojišču. Čeprav želenega cilja nismo dosegli in nismo pridobili haploidov, pa 
smo razvili nekaj podpornih tehnik tej metodi. Tako smo ugotovili, da uporaba peloda, ki se 
usuje direktno z rastline, ni primerna, saj je odstotek živosti zelo majhen, medtem ko imajo 
cvetovi tik pred odprtjem visoko kaliv pelod (do 76 %). Ugotovili smo, da se pri odmerku 
obsevanja nad 595 Gy embriji ne razvijejo, saj smo opazili, da so semena prazna. Pelod je 
kaliv tako in vitro kot in vivo na brazdah rastline pri zelo visokih odmerkih obsevanja (do 
1330 Gy). Pridobili smo 82 regeneratov in s pretočno citometrijo ugotovili, da so diploidi. 
Heterozigotnost regenerantov pa smo določili z mikrosatelitnimi označevalci.  
Druga tehnika, ki smo jo uporabili, je androgeneza z in vitro kulturo mikrospor. Ključno pri 
tej tehniki je, da se mikrospore v prašnicah ločijo od ostalega tkiva, ko so v pravi razvojni 
fazi in se samostojno gojijo v primernem gojišču. Če je tehnika uspešna, izoliramo žive 
mikrospore, ki se po nekaj tednih gojenja začnejo povečevati in deliti ter se iz njih razvije 
haploidna rastlina. V naši raziskavi smo preiskusili dve gojišči, ki se uspešno uporabljata pri 
več rastlinskih vrstah, in sicer NLN-13 in AT3. Kljub temu, da se izolirane mikrospore niso 
delile, pa so bile takoj po izolaciji žive.  
Čeprav nobena izmed tehnik ni bila uspešna, smo tekom raziskave razvili podporne tehnike, 
ki se lahko uporabijo v nadaljevanju raziskav na temo pridobivanja haploidov navadne 
konoplje. Naša raziskava z navadno konopljo, kjer nismo uspeli inducirati haploidov in tudi 
to, da do sedaj še ni bilo objavljene literature, kjer bi uspešno inducirali haploide, nakazuje, 
da je lahko ta vrsta neodzivna. Kljub temu je možnosti za optimizacijo protokolov še veliko.  
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št. 3 Finola št. 1 Finola št. 2 Finola št. 3 
CAN-10 281 281 281 281 281 281 
302 284 281 281 281 281 
CAN-17 290 278 280 278 278 278 
290 278 280 290 290 278 
CAN-31 295 295 295 295 295 295 
301 299 301 302 302 300 
CAN-33 312 312 312 312 312 315 
312 312 312 315 312 315 
CAN-39 223 224 224 223 223 241 
223 223 223 241 241 241 
CAN-47 255 255 255 255 255 255 
255 255 255 255 255 255 
CAN-51 318 313 322 313 313 313 
318 313 322 313 319 313 
CAN-66 270 270 282 270 270 270 
284 282 290 280 280 284 
CAN-93 237 239 231 241 139 241 
239 251 235 245 241 241 
CAN-99 278 278 284 284 278 284 
286 280 284 284 284 286 
CAN-160 175 x 179 176 175 x 
181 x 181 176 175 x 
CAN-164 x x 291 312 299 291 
x x 293 314 314 299 
CAN-2354 312 x 312 312 312 312 
312 x 325 312 315 325 
CAN-2607 174 x x x x x 
174 x x x x x 
CAN-2633 x x 178 178 167 x 
x x 178 178 167 x 
CAN-2913 138 153 141 156 153 153 
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Dolžine pomnožkov z molekulskimi označevalci SSR regenerantov rastlin oprašenih z 
obsevanim pelodom 
št. 
regeneranta CAN-2354 CAN-31 CAN-99 
1 / / 259 / 276 282 
2 303 315 295 / 282 / 
3 312 327 295 301 282 / 
4 309 312 295 276 282 / 
5 309 318 301 / 276 / 
6 303 309 295 301 282 / 
7 309 312 295 301 282 / 
8 303 312 295 / 282 / 
9 312 / 295 301 282 / 
10 312 315 295 301 276 282 
11 / / / / / / 
12 303 309 295 301 282 / 
13 312 324 295 301 276 282 
14 312 318 295 / 276 / 
15 312 318 295 / 276 282 
16 309 318 295 / 276 282 
17 309 318 295 / 276 / 
18 312 324 295 / 276 278 
19 315 / 295 / 282 / 
20 324 327 295 276 278 / 
21 309 324 295 301 276 278 
22 315 324 295 / 276 278 
23 309 312 295 309 276 278 
24 309 315 295 / 276 282 
25 312 315 295 / 278 282 
26 / / / / / / 
27 312 315 295 301 276 282 
28 309 324 295 309 278 282 
29 309 312 295 / 276 282 
30 309 312 295 / 282 / 
31 312 / 295 301 276 282 
32 312 327 295 306 282 / 
33 312 / 295 / 282 / 
34 315 327 295 301 276 282 
35 312 327 301 / 276 278 
36 312 327 295 301 / / 
37 309 312 295 / 282 / 
38 309 312 295 / 287 282 
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39 312 327 295 / 276 282 
40 / / 295 301 276 282 
41 309 312 295 / 278 282 
42 / / / / / / 
43 309 312 / / 282 / 
44 312 327 295 301 / / 
45 / / / / / / 
46 309 324 295 309 282 / 
47 / / / / / / 
48 312 315 295 / 276 278 
49 309 312 295 / 282 / 
50 312 327 295 302 276 / 
51 324 / 295 / / / 
52 312 315 302 309 282 / 
53 312 327 295 302 278 282 
54 309 312 302 / 282 / 
55 309 312 302 / 276 282 
56 312 327 295 302 276 282 
57 309 312 295 / 276 282 
58 / / / / / / 
59 309 312 295 / 276 282 
60 312 324 295 / 276 282 
61 312 / 295 304 / / 
62 303 312 295 / / / 
63 303 312 295 / 282 / 
64 303 309 295 302 276 282 
65 312 327 295 302 276 282 
66 309 312 295 302 280 282 
67 303 312 295 302 278 282 
68 312 321 295 / 278 276 
69 309 312 293 295 282 / 
70 303 312 302 / 282 / 
71 315 324 302 305 276 / 
72 309 312 295 302 276 282 
73 312 / 295 302 276 282 
74 / / / / / / 
75 303 312 295 302 282 278 
76 312 315 295 / 276 282 
77 315 324 295 300 282 / 
78 321 324 295 301 276 282 
79 312 315 295 / 282 / 
80 321 324 295 / 276 278 
 
